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A method for analysing sequences of nucleic 
acids entails the liquid sample which contains 
denatured nucleic acid being contacted with a 
light-reflecting support surface which has, 
chemically bonded to this surface, a nucleic acid 
strand of defined sequence, where 
complementary sequences of the denatured 
nucleic acid in the sample combine by 
hybridisation with the nucleic acids immobilised 
on the support, and the thickness of growth of the 
organic layer forming thereby on the support 
surface is determined by comparison 
eilipsometry measurement or the change in the 
interference patterns on the bilayer reflecting 
surface. 
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Beschreibung 

Desoxyribonucleinsaure (DNA) ist ein doppels- 
trangiges Molekul mit zwei komplementaren Ketten 
aus den vier Nucleotidbasen Adenin, Cytosin, Gu- 
anin und Thymin. Die beiden Strange der DNA 
sind Uber Wasserstoffbruckenverbindungen mitein- 
ander verknOpft, wobei sich bestimmte Basenpaa- 
re, namlich Adenin-Thymin und Cytosin-Guanin zu- 
sammenfinden. Die der DNA verwandte RNA ent- 
halt Ribose statt Desoxyribose und Uracil- statt 
Thyminresten. Die spezielle DNA-Verknupfung zu 
zwei komplementaren Ketten flihrt zu dem geneti- 
schen DNA-Code, welcher die genetische Informa- 
tion in alien lebenden Zellen, insbesondere der 
Chromosomen, darstellt. Bekannte Sequenzen von 
DNA oder RNA konnen in der Biotechnologie zur 
Darstellung der Sequenzen von unbekanntem ge- 
netischen Material Oder zu Diagnosezwecken zur 
Identifizierung genetischen Materials aus Viren und 
Bakterien verwendet werden. Herkommliche Ver- 
fahren zur Bestimmung von DNA- oder RNA-Hybri- 
disierung beruhen auf der Bindung von radioaktiv 
oder enzymatisch markierten DNA- oder RNA-Se- 
quenzen an komplementarem, einstrangigem DNA 
oder RNA und nachfolgender Erfassung der Mar- 
kierung. Als teste Phasen werden in den meisten 
Fallen Cellulose oder andere Polysaccharide zur 
Immobilisierung von DNA verwendet und wirken als 
Rezeptoren fur die markierte DNA-Sonde. 

Hierzu ist es beispielsweise bekannt, (E. M. 
Southern, J. Mol. Biol., 98, 503, 1975), Fragmente 
der DNA durch Elektrophorese in Agarosegel zu 
trennen und die getrennten Fragmente zu einzel- 
nen Strangen zu denaturieren, welche durch Diffu- 
sion auf Nitrocelluloseteile ubertragen werden. Die 
getrennten Sequenzen werden dann identifiziert 
durch Inkubation radioaktiv markierter komplemen- 
tarer Sequenzen, welche an ihre Targets gebunden 
werden. Das radioaktive Isotop wird dann lokalisiert 
durch Aktivierung einer photographischen Emul- 
sion. Ferner ist bekannt (B.E. Noyes und G.R. 
Stark, Ceil 5, 301, 1975), zum gleichen Zweck die 
denaturierte DNA bzw. RNA kovalent an Cellulose 
mittels einer Diazobenzylgruppe zu binden. 

Sequenzen von DNA aus infektosen Mikroorga- 
nismen konnen als Sonden verwendet werden zur 
Erfassung von eventuell vorhandener komplemen- 
tarer DNA in Proben von Serum, Mark, Fakalstoffen 
oder dgl. zu Diagnosezwecken. Btslang werden 
hierzu radioaktiv oder enzymatisch markierte Son- 
den, die bekannte Nucleinsauresequenzen aufwei- 
sen, verwendet. 

Aus der EP-A-70 687 ist ein Verfahren zur 
Sequenzanalyse von DNA gema'B dem Oberbegriff 
des Patentanspruches 1 beschrieben, bei dem ein 
Nuclei nsaurestrang einer Probe auf einem Trager 
immobilisiert wird. Mit diesem Nucleinsaurestrang 



werden komplemenare Nucleinsaurestrange mit 
bekannter Sequenz in Kontakt gebracht, wobei sich 
komplementare Sequenzen durch Hybridisierung 
vereinigen. Nach Abtrennen der nicht gebundenen 

5 Segmente werden die Markierungsstoffe aktiviert, 
so dafi das dabei erzeugte Licht optisch wahrge- 
nommen und zum Nachweis der Hybridisierung 
verwendet wird. Hierbei werden die Nucleinsaure- 
sequenzen auf dem Trager z.B. mit Hilfe von akti- 

70 vierten Glasoberflachen, Polyacrylamid, Agarose, 
Cellulose usw. immobilisiert, wobei diese Immobili- 
sierung samtiich durch Absorptionskrafte erfolgt. 

In der europaischen Anmeldung EP-A-92 688 
wird ein Verfahren und ein Trager zum Nachweis 

75 einer biochemischen Substanz bei einem immuno- 
logischen Verfahren beschrieben. Ein Antigen wird 
auf einem Trager aus Glas, Silizium oder Kunststoff 
immobilisiert, der eine aus einer Doppelschicht aus 
Siliziumoxid und Siliziumdioxid bestehende reflek- 

20 tierende Oberflache aufweist, und mit einer flussi- 
gen Probe in BerUhrung gebracht, die den korre- 
spondierenden Antikorper enthalt. Bei der Bindung 
des Antikorpers an das immobilisierte Antigen ent- 
steht eine organische Schicht auf der Tragerober- 

25 flache. Das Dickenwachstum dieser Schicht wird 
aus Interferenzanderungen bei der Reflexion von 
Licht an der reflektierenden Oberflache bestimmt. 
Eine Verwendung dieses Verfahrens auf eine Se- 
quenzanalyse geht aus dieser Druckschrift nicht 

30 hervor. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
Sequenzanalyse von Nucleinsauren sowie einen 
hierfur verwendbaren Nachweistrager und ein Ver- 
fahren zur Herstellung dieses Tragers zu schaffen, 

35 bei welchem die Durchfuhrung der Sequenzanalyse 
von Nucleinsauren mit unmarkierten Sonden durch- 
gefUhrt werden kann. 

Diese Aufgabe wird geldst durch die kenn- 
zeichnenden Merkmale der Anspruche 1, 7 und 11, 

40 wobei in den Unteranspruchen Weiterbildungen der 
Erfindung gekennzeichnet sind. 

Aus der DE-OS 23 30 702 ist ein Verfahren 
zum Nachweis spezifischer Proteine mit Hilfe eines 
an einen Trager gebundenen Antikorpers bekannt. 

45 Im Gegensatz dazu handelt es sich jedoch bei der 
Erfindung darum, daC eine zu untersuchende Nu- 
cleinsaure wahrend der Analyse auf einem festen 
Trager immobilisiert wird, an den eine Nucleinsau- 
re mit bekannter Sequenz chemisch gebunden ist 

so und das Dickenwachstum der organischen Schicht 
gemessen wird. 

Hierzu wird denaturierte einstrangige DNA bzw. 
RNA kovalent gebunden auf einer lichtreflektieren- 
den Oberflache des Tragers, und dieser Trager 

55 wird als Nachweismedium mit der zu untersuchen- 
de n Probe, welche denaturierte Nucleinsaure auf- 
weist, .deren Sequenz zu anaiysieren ist, in BerUh- 
rung gebracht. Komplementare denaturierte Nu- 
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cleinsaure in der Probe wird an der am Trager 
vorhandenen, eine bestimmte Sequenz aufweisen- 
de einstrangtge Nucleinsaure gebunden, wodurch 
durch optische Messung das Dickenwachstum der 
sich dabei bildenden organischen Schicht, durch 
welche insbesondere die Reffexionseigenschaften 
der reflektierenden Trageroberflache verandert 
werden, nachweisbar ist, Dieser Nachweis kann 
dadurch erfoigen, da/3 Anderungen der Lichtpolari- 
sation nach der Reflexion an der Trageroberflache 
oder Anderungen der Interferenzfarben ermittelt 
werden. Zur Oberwachung des Polarisationsverhal- 
tens kann bevorzugt das in der europaischen Pa- 
tentschrift 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 
beschriebene ellipsometrische Verfahren sowie die 
dort beschriebene ellipsometrische Vorrichtung zur 
Untersuchung der physikalischen Eigenschaften 
der Oberflache einer Probe verwendet werden. FOr 
den Nachweis der Anderung der Interferenzfarben 
des an der Trageroberflache reflektierten Lichts 
infolge der aufgewachsenen organischen Schicht 
eignet sich ein Tragerkorper, auf dessen reffektie- 
render Oberflache eine Doppelschicht, namlich 
eine Reflexions-Antireflexionsschicht, vorhanden ist, 
auf welcher der Nucleinsaurestrang mit der be- 
kannten Sequenz immobilisiert ist. Als derartiger 
Tragerkorper eignet sich insbesondere ein solcher, 
wie er in der DE-OS 32 15 484 beschrieben ist 

Ein geeigneter Tragerkorper, der bei der 
durchzufiihrenden Analyse mit der zu untersuchen- 
den Probe a!s Nachweismedium in Beruhrung ge- 
bracht wird, besitzt bevorzugt eine Silicium- oder 
Aluminiumoberflache, auf der ein Siliciumwasser- 
stoff mit einer funktionellen Gruppe als Schicht 
aufgebracht ist. An dieser Silciumwasserstoff- 
schicht wird dann der Nucleinsaurestrang mit der 
bekannten bzw. bestimmten Sequenz durch chemi- 
sche Bindung, insbesondere kovalente Bindung, 
immobilisiert. In vorteilhafter Weise kann noch eine 
Zwischenschicht aus einem Polysaccharid, insbe- 
sondere Dextran, zur Immobilisierung der Nuclein- 
saure aufgebracht werden. 

Von Vorteil ist bei der Erfindung, da/3 die Nu- 
cleinsauresonden, welche die Nucleinsaure mit be- 
kannter Eigenschaft, insbesondere Sequenz, ent- 
halten, fur den nachfolgenden Nachweis nicht mehr 
markiert werden mussen. Es konnen bei der Erfin- 
dung somit bekannte Proben mit unmarkierten 
Sonden untersucht werden. Der hierzu erforderliche 
Tragerkorper la/Jt sich einfach herstellen und be- 
sitzt einen einfachen Aufbau. Die Nachweisreaktion 
laflt sich in einfacher Weise in einem Vergleichsel- 
lipsometer, wie es beispielsweise im europaischen 
Patent 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 
beschrieben ist, durchfuhren. In dieser Vorrichtung 
lassen sich komplementare Sequenzen, die sich an 
dem auf dem Trager befindlichen Nucleinstrang 
gebildet haben, visuell sichtbar machen und damit 



nachweisen und bestimmen. Der Trager wird dabei 
in der bekannten ellipsometrischen Vorrichtung als 
Probe eingesetzt. Man benotigt daher bei der Erfin- 
dung einen relativ geringen apparativen Aufbau im 

s Gegensatz zu den bislang bekannten Verfahren. 

Die reflektierende Trageroberflache besteht be- 
vorzugt aus Siliciumdioxid oder Aluminiumoxid. Auf 
diese ist eine Schicht eines Siliciumwasserstoffs 
aufgebracht, der eine funktionelle Endgruppe ent- 

70 halt. Hierfur eignet sich insbesondere eine Amtno- 
(NH 2 -)- Oder eine 

EpoxyCdH^CH-) -Gruppe. 

Die Bindung der Silicium wasserstoff schicht an der 
reflektierenden Oberflache erfolgt spontan an Silan- 
olgruppen bzw. Aluminiumhydroxylgruppen. Die 

20 denaturierte Nucleinsaure (DNA bzw. RNA) mit ei- 
ner bestimmten bekannten Verknupfungsfolge wer- 
den chemisch, insbesondere kovalent, uber eine 
Diazobenzylgruppe direkt an die Siliciumwasser- 
stoffschicht oder uber eine Zwischenschicht aus 

25 einem Polysaccharid, beispielsweise Dextran, ge- 
bunden. 

Die Probe wird vor der Analyse denaturiert, 
beispielsweise in 0,5 M Natrium hydroxid oder dgl. 
und anschlieflend neutralisiert, und nachfolgend 

30 wird noch ein Hybridisierungspuffer zugegeben, 
dessen Zusammensetzung eine langsame Ver- 
knupfung der komplementaren Nucleinsaurestran- 
ge, insbesondere der DNA- bzw. RNA-Strange er- 
moglicht. Dieser Puffer kann beispielsweise aus 50 

35 % Formamid, 0,05 M Natriumcitrat, 0,1 % Dodecyl- 
sulfat, 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) 
bzw. deren Na-Salz, 0.02 % Albumin und 2 % 
Dextransulfat bestehen. Die VerknOpfung der kom- 
plementaren Nucleinsaure aus der Probe mit dem 

40 kovalent am Trager immobilisierten Nucleinstrang 
au0ert sich im Anwachsen der Dicke der dabei auf 
der Trageroberflache gebildeten organischen 
Schicht. Nach Spulen mit einer Kochsalzlosung 
und Wasser und anschlieflendem Trocknen laflt 

45 sich die Dicke der aufgewachsenen organische 
Schicht, wie schon erwahnt. mit Hilfe der Ver- 
gleichsellipsometrie (US-PS 43 32 476 oder EP 19 
088) oder durch Messung der Anderung der Inter- 
ferenzfarben von aus Siliciumoxiden bestehenden 

50 Doppelschichten an reflektierenden Tragerkorpern, 
wie sie beispielsweise in der DE-OS 32 15 484 
beschrieben sind, ermitteln bzw. messen. 

Im folgenden werden Ausfuhrungsbeispiele zur 
Herstellung eines Tragers, welcher als Nachweis- 

55 medium bei der Sequenzanalyse von Nucleinsau- 
ren verwendet wird, im einzelnen beschrieben. Die- 
se Trager besitzen eine Nchtreflektierende Trager- 
oberflache, auf welcher die denaturierte DNA oder 
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RNA durch kovalente Bindung aufgebracht ist. 
Beispie! 1 

Ein Siliciumplattchen oder Glasplattchen bzw. 
-scheibchen, auf welches Silicium oder Aluminium 
beispielsweise durch Aufdampfen aufgebracht ist, 
wird in einem Exsikkator angeordnet, der mit einem 
Bnlaflhahn und einem Auslaflhahn versehen ist. 
Der Druck im Innern des Exsikkators wird auf etwa 
10 mm Hg verringert und die Temperatur auf 80* 
C gehalten. Ein Kolben, der Epoxysiliciumwasser- 
stoff enthalt, wird an den Einlafl des Exsikkators 
angeschlossen, und der Einlaflhahn am Exsikkator 
wird geoffnet. Der Silicium wasserstoff wird dabei 
auf der Oberflache des mit Silicium bzw. Alumini- 
um beschichteten Silicium- bzw. Glaskorpers durch 
Destination aufgebracht, wobei innerhalb von etwa 
zwei Stunden eine epoxy-aktivierte Oberflache ent- 
steht. Die beschichteten Korper werden dann in 
eine Losung von 12 % 2-Aminotiophenol in Aceton 
eingetaucht und uber einen langeren Zeitraum, 
etwa 10 Stunden, in einem Inkubator aufbewahrt. 
Ansch lie/tend werden die beschichteten Korper ge- 
waschen und bis zu ihrer weiteren Verwendung in 
Wasser aufbewahrt. Die beschichteten Korper wer- 
den dann in 1 M Salzsaure, welche 250 j^g/ml 
Natriumnitrid aufweist, eine Stunde bei 4* C einge- 
taucht, gewaschen und in einer Feuchtekammer 
aufbewahrt. Isolierte reine DNA wird in 25 mM 
Phosphatpuffer geldst, auf 90° C erhitzt, ein dem 
vierfachen Volumen der vorhandenen Losung ent- 
sprechendes Volumen an Dimethylsulfoxid wird zu- 
gesetzt und im Zeitraum von etwa 10 Stunden 
tropfenweise auf die Schichtkorperoberflache auf- 
gebracht und gezuchtet. Die plattchenformigen 
Schichtkorper werden dann wieder gewaschen und 
in einer Losung von Albumin (10 /ig/ml) in einem 
Phosphatpuffer durch Inkubation nachbehandelt, 
um die Oberflache fur unspezifische Adsorption zu 
inaktivieren. 

Beispiet 2 

Die Tragerplattchen werden mit Epoxysilicium- 
wasserstoff oder Aminosiliciumwasserstoff wie im 
Beispiel 1 behandelt. AnschlieCend wird Dextran an 
die epoxy- bzw. aminoaktivierte Oberflache durch 
Inkubation in einer 20 %-L6sung von Dextran in 
Wasser gebunden. Hierdurch entsteht ein 20 bis 40 
A dicker Oberzug aus Dextran auf der Oberflache. 
Altemativ hierzu kann Dextran durch Inkubation mit 
0,01 % Natriumperjodat bei pH 8,0, welches in 
einer Sephadex®-G25-Saule entsalzt ist, auf der 
mit Aminosiliciumwasserstoff beschichteten Ober- 
flache wahrend etwa 10 Stunden gezuchtet wer- 
den. Das gebundene Dextran wird dann stabilisiert 
durch Inkubation mit einer 0,1 %igen Natriumborh- 



ydridlosung in 0,1 M Acetatpuffer bei pH 5,0. An- 
schlieflend wird 0,1 M Natriumhydroxtd (10 ml) und 
1 ,4 Butandioldiglycidylether (1 ml) auf die platten- 
formigen Tragerkorper im Zeitraum von etwa 10 * 

5 Stunden aufgebracht, und anschlieCend wird eben- 
falls in einem Zeitraum von etwa 10 Stunden 12 % 
2-Aminothiophenol in Aceton den Tragerplattchen 
zugegeben. Die Tragerplattchen werden dann in 
Wasser aufbewahrt. Isolierte und reine DNA oder 

70 RNA wird dann nach einer Nitridbehandlung der 
Platten wie im Beispiel 1 auf die Tragerplattchen 
aufgebracht. 

Beispiel 3 

75 

Die Tragerplattchen werden mit einer 20 bis 40 
A dicken Schicht aus Dextran, wie im Beispiel 2 
beschrieben, beschichtet. Die mit Dextran be- 
schichteten Tragerplattchen werden dann zur Inku- 

20 bation mit einer Losung aus 0,2 g Natriumacetat in 
Wasser (10 ml), welches auch 1 g 1-((m-Nitroben- 
zyloxy)methyl)pyridiuniumchlorid behandelt, an- 
schtieflend in einem Ofen bei 70° C getrocknet 
und dann bei 140° C wahrend etwa einer Stunde 

25 gebacken. Die Tragerplattchen werden dann zur 
Inkubation in einer 20 %igen Losung von Natrium- 
dithionid behandelt und mit Wasser gewaschen. 
Ferner werden dann die Tragerplattchen in 1 M 
Salzsaure, welche 250 /ig/ml Natriumnitrid aufweist, 

30 etwa eine Stunde lang bei 4°C eingetaucht, gewa- 
schen und in einer Befeuchtungskammer aufbe- 
wahrt. Abschlieflend wird dann isolierte, reine DNA 
bzw. RNA gelost und durch Zuchtung, wie im 
Beispiel 1 beschrieben, auf die vorstehend behan- 

35 delten Tragerplattchen aufgebracht. 

Im folgenden werden anhand der beiliegenden 
Figuren Ausfuhrungsbeispiele fur bei der Sequenz- 
analyse von Nucleinsaure verwendbaren Tragern 
beschrieben. 

40 Bei den in den Figuren 1 bis 3 dargestellten 

Ausfuhrungsbeispielen handelt es sich um schema- 
tische Darstellungen der in Form von Plattcnen 
ausgebildeten Trager, wobei lediglich die Reihen- 
folge der Anordnung der einzelnen Schichten auf 

45 dem Grundkorper veranschauiicht werden soil, 
ohne daB die Verhaltnisse der Schichtdicken der 
dargestellten Schichtdicken den in der Praxis vor- 
handenen MaiJstaben entsprechen. 

In der Fig. 1 befindet sich auf einem Trager- 

50 grundkorper 1, der beispielsweise aus Silicium 
oder Glas bestehen kann, eine Siliciumdioxid- 
schicht 2, welche auch eine Aluminiumoxidschicht 
sein kann, die als reflektierende Oberflache wirkt. ^ 
Auf dieser Schicht befindet sich eine Schicht 3 aus 

55 Silicium wasserstoff mit funktionellen Epoxy- oder 
Aminogruppen. DarOber befindet sich die Schicht 
4, in welcher die auf dem Trager immobilisierte 
bzw. fixierte einstrangige Nucleinsaure, beispiels- 

4 
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weise DNA, vorhanden ist. 

Das Ausfuhrungsbeispiel des in der Fig. 2 dar- 
gestellten Tragers entspricht im wesentlichen dem 
in der Fig. 1 und unterscheidet sich demgegenUber 
lediglich dadurch, da/3 zwischen der Siliciumwas- 
serstoffschicht 3 und der Schicht 4 mit der fixierten 
denaturierten einstrangigen Nucleinsaure eine Po- 
lysaccharidschicht 5, insbesondere aus Dextran, 
angeordnet ist. 

Bei dem in der Fig. 3 dargestellten Ausfuh- 
rungsbeispiel ist die reflektierende Oberflache 
zweischichtig ausgebildet, wobei die auf dem 
GrundkSrper 1 aufliegende erste Schicht 2' aus 
Siliciummonoxid und die zweite Schicht 2 aus Siti- 
ciumdioxid besteht. Die Wirkungsweise dieser Dop- 
pelschicht ist im einzelnen in der DE-OS 32 15 484 
beschrieben. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Sequenzanalyse von Nuclein- 
saure, insbesondere der Dexoxyribonuclein- 
saure (DNA) Oder Ribonucleinsaure (RNA), bei 
dem eine zu untersuchende flUssige Probe, die 
denaturisierte Nucleinsaure aufweist, mit der 
lichtreflektierenden Oberflache eines Tragers, 
an den ein Nucleinsaurestrang mit bestimmter 
Sequenz chemisch gebunden wurde, in Beruh- 
rung gebracht und die Hybridisierung kompie- 
mentarer Sequenzen der in der Probe vorhan- 
denen denaturisierten Nucleinsaure mit dem 
an der Trageroberflache vorhandenen Nuclein- 
saurestrang optisch bestimmt wird, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 der Nucleinsaurestrang 
mit bestimmter Sequenz mit einer kovalenten 
Bindung an den Trager (1) gebunden wird, und 
da0 das Dickenwachstum der sich durch die 
Hybridisierung auf der Trageroberflache bil- 
denden organischen Schicht optisch bestimmt 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das Dickenwachstum aus den 
Anderungen der Reflexionseigenschaften der 
reflektierenden Trageroberflache bestimmt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Dickenwachstum durch ellip- 
sometrische Messung bestimmt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daj3 das Dickenwachstum durch Inter- 
ferenzmessung bestimmt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das Dickenwachstum durch Ver- 
gleichsellipsometriemessung bestimmt wird. 



6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das Dickenwachstum aus Interfe- 
renzanderungen bei der Reflexion von Licht an 
einer reflektierenden Oberflache, die eine aus 

5 Siiiciumoxid und Siliciumdioxid bestehende 

Doppelschicht aufweist, bstimmt wird. 

7. Trager zur DurchfOhrung des Verfahrens nach 
einem der vorhergehenden Anspruche, fOr die 

10 Sequenzanalyse von Nucleinsaure, insbeson- 
dere der Desoxyribonucleinsaure (DNA) oder 
Ribonucleinsaure (RNA), wobei auf der Ober- 
flache des Tragers ein Nucleinsaurestrang mit 
bestimmter Sequenz chemisch gebunden ist, 

75 welcher mit einer zu untersuchenden flussigen 

Probe, die denaturierte Nucleinsaure aufweist, 
in Beruhrung gebracht wird, wobei sich kom- 
plementare Sequenzen der in der Probe vor- 
handenen denaturierten Nucleinsaure mit dem 

20 an der Trageroberflache vorhandenen Nuclein- 

saurestrang durch Hybridisierung vereinigen, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 der eine be- 
stimmte Sequenz aufweisende Nucleinsaure- 
strang durch kovalente Bindung an der lichtre- 

25 flektierenden Trageroberflache haftet. 

8. Trager nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der Nucleinsaurestrang uber 
eine Polysaccharidzwischenschicht (5) an der 

30 reflektierenden Trageroberflache kovatent ge- 

bunden ist. 

9. Trager nach Anspruch 7 Oder 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 der Tragerkorper (1) an sei- 

35 ner lichtreflektierenden Oberflache eine 
Siliciumdioxid- oder Aluminiumoxidschicht (2) 
aufweist, auf der eine Schicht (3) aus funktio- 
nellem Siliciumwasserstoff sich befindet, an 
welchem der Nucleinsaurestrang kovalent ge- 

40 bunden ist. 

10. Trager nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der Siliciumwasserstoff als funk- 
tionelle Gruppen Amino- oder Epoxygruppen 

45 aufweist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach 
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl ein 
eine funktionelle Gruppe aufweisender Silici- 

50 umwasserstoff auf die reflektierende Oberfla- 

che des Tragers (1) aufdestilliert, auf diese 
aktivierte Siliciumwasserstoff schicht durch 
Zuchtung aus einer wassrigen Losung eine 
Polysaccharidschicht aufgebracht und an- 

55 schlie/3end darauf der Nucleinsaurestrang aus 

einer Pufferlosung, in welcher die reine Nu- 
cleinsaure gelost ist, gezilchtet wird. 
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Claims 

1. A method of sequence analysis of nucleic acid, 
in particular deoxyribonucleic acid (DNA) or 
ribonucleic acid (RNA), wherein a liquid sam- 
ple to be examined, which includes denaturiz- 
ed nucleic acid, is contacted with the light 
reflecting surface of a support, to which a 
nucleic acid strand having a particular se- 
quence is chemically bound and wherein the 
hybridization of complementary sequences of 
the denaturized nucleic acid present in the 
sample and the nucleic acid strand present at 
the support surface is determined optically, 
characterized in that the nucleic acid strand 
having the particular sequence is bound to the 
support (1) by covalent bonding, and that the 
increase of thickness of the organic layer 
formed by the hybridization on the support 
surface is determined optically. 

2. A method according to claim 1, characterized 
in that the increase of thickness is determined 
from the change of the reflection properties of 
the reflecting support surface. 

3. A method according to claim 1, characterized 
in that the increase of thickness is determined 
by ellipsometric measurement. 

4. A method according to claim 2, characterized 
in that the increase of thickness is determined 
by interference measurement 

5. A method according to claim 3, characterized 
in that the increase of thickness is determined 
by comparative ellipsometric measurement. 

6. A method according to claim 4, characterized 
in that the increase of thickness is determined 
from changes of interference during the reflec- 
tion of light at a reflecting surface having a 
double layer consisting of silicon oxide and 
silicon dioxide. 

7. A support for use in performing the method of 
sequence analysis of nucleic acid, particular 
desoxyribonucleic acid (DNA) or ribonucleic 
acid (RNA) according to one of the preceeding 
claims, wherein a nucleic acid strand having a 
particular sequence is chemically bound to the 
surface of the support and is contacted with a 
liquid sample to be examined, which includes 
denaturized nucleic acid, whereby complemen- 
tary sequences of the denaturized nucleic acid 
present in .the sample unite by hybridization 
with the nucleic acid strand present at the 
support surface, characterized in that the nu- 



cleic acid strand having the particular se- 
quence adheres to the light-reflecting support 
surface by covalent bonding. 

5 8. A support according to claim 7, characterized 
in that the nucleic acid strand is covalently 
bound to the reflecting support surface through 
a polysaccharide intermediate layer (5). 

10 9. A support according to claim 7 or 8, character- 
ized in that the support body (1) has on its 
light-reflecting surface a silicon dioxide or alu- 
minium oxide layer (2), on which a layer (3) of 
functional silicon hydride is located, to which 

75 the nucleic acid strand is covalently bound. 

10. A support according to claim 9, characterized 
in that the silicon hydride has amino or epoxy 
groups as functional groups. 

20 

11. A method for producing a support according to 
claim 7, characterized in that a silicon hydride 
having a functional group is distilled onto the 
reflecting surface of the support (1), that a 

25 polysaccaride layer is applied from an aqueous 

solution onto the activated silicon hydride layer 
by incubation and that subsequently the nu- 
cleic acid strand is incubated thereupon from a 
buffer solution in which the pure nucleic acid is 

30 dissolved. 

Revendications 

1. Un procede pour analyser les sequences des 

35 acides nucleiques, acide desoxyribonucleique 

(ADN) ou acide ribonucleique (ARN) en parti- 
culier, dans lequel un echantillon liquide a exa- 
miner, qui contient de I'acide nucleique dena- 
turise, est mis en contact avec la surface refle- 

40 chissant la lumiere d'un support en liaison 

chimique avec une colonne d'acide nucleique 
a sequence determinee et ou ('hybridation de 
sequences complementaires de I'acide nuclei- 
que denaturise contenu dans Techantillon avec 

45 la colonne d'acide nucleique presente a la 

surface du support est determinee par mesure 
optique, caracterise par le fait que la colonne 
d'acide nucleique a sequence determinee est 
liee au support (1) par une liaison covalente et 

so que I'epaississement de la couche organique 

se formant a la surface du support en raison 
de {'hybridation est determine par mesure opti- 
que. 

55 2. Un procede selon la revendication 1 , caracteri- 
se par le fait que I'epaississement est determi- 
ne a partir des modifications des propriety de 
reflexion de la surface du support reflechis- 
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sant. 

3. Un procede* selon la revendication 2, caracteri- 
se par le fart que I'epaississement est determi- 
ne par mesure ellipsom6trique. 5 

4. Un precede* selon la revendication 2, caracteri- 
se par le fait que I'epaississement est determi- 
ne par mesure d'interference. 

10 

5. Un procede selon la revendication 3, caracte ri- 
se par le fait que I'epaississement est determi- 
ne par mesure ellipsometrique comparative. 



fonctionnels. 

11. Un procede de fabrication d'un support selon 
la revendication 7, caracterise par le fait qu'un 
hydrogene silicie possedant un groupe fonc- 
tionnel est distil le sur la surface refltchissante 
du support (1), que sur cette couche d'hydro- 
gene silicie activee est appliquee une couche 
de polysaccharide, par culture, k partir d'une 
solution aqueuse, et que, enfin, la colonne 
d'acide nucleique est mise en culture dessus, 
a partir d'une solution tampon dans laquelle 
est dissous de I'acide nucleique pur. 



6. Un procede selon la revendication 4, caracteri- 15 
se par le fait que I'epaississement est determi- 
ne a partir des modifications d'interference 
dans la reflexion de la lumiere sur une surface 
reftechissante a double couche constitute 
d'oxyde de silicium et de bioxyde de silicium. 20 

7. Un support pour la mise en oeuvre du procede 
selon Tune des revendications pr£cedentes, 
procede d'analyse des sequences des acides 
nucleiques, acide dtsoxyribonucleique (ADN) 25 
ou acide ribonucleique (ARN) en particulier, 
dans lequel une colonne d'acide nucleique a 
sequence determinee est liee par liaison chimi- 

que a la surface du support qui est mis en 
contact avec un echantillon liquide & examiner 30 
contenant de I'acide nucleique denature, des 
sequences complementaires de I'acide nuclei- 
que denature contenu dans Techantillon s'unis- 
sant alors par hybridation a la colonne d'acide 
nucleique presente sur la surface du support, 35 
caracterise par le fait que la colonne d'acide 
nucleique a sequence determinee est fixee a 
la surface reflechissant la lumiere du support 
par liaison covalente. 

40 

8. Un support selon la revendication 7, caracteri- 
se par le fait que la liaison covalente entre la 
colonne d'acide nucleique et la surface refle- 
chissante du support est etablie par une cou- 
che intermediate de polysaccharide (5). 45 

9. Un support selon la revendication 7 ou 8, ca- 
racterise par le fait que le corps de support 
(1) presente, a sa surface reflechissant la lu- 
miere, une couche de bioxyde de silicium ou so 
d'oxyde d'aluminium (2) sur laquelle se trouve 

une couche (3) d'hydrogene silicie fonctionnel 
auquel la colonne d'acide nucleique est liee 
par liaison covalente. 

55 

10. Un support selon la revendication 8, caracteri- 
se par le fait que I'hydrogene silicic presente 
des groupes amino ou epoxy com me groupes 
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